










































entrapped  inside endosomes and are  trafficked  towards  the  lysosomes  for degradation. A detailed 







based on  the underlying physical principles.  Still,  it  remains  intriguing  that  even  in  the  small HeLa 
endosomes,  less  than 10% of  the polyplex‐containing endosomes  show endosomal escape. Further 
experiments revealed that the membrane of polyplex‐containing endosomes becomes leaky to small 
compounds,  preventing  effective  build‐up  of  osmotic  pressure, which  in  turn  prevents  endosomal 
rupture. Analysis of H1299 and A549 cells revealed that endosomal size determines endosomal escape 









holds  great  potential  for  precision  therapeutics,2  decreasing  toxicity  while  maximizing  therapeutic 
efficiency.1,3  In  order  to  gain  access  to  the  IC  environment,  therapeutic  macromolecules  are  often 








macromolecular  therapeutic  cargo  by  lysosomal  digestive  enzymes.1,3,4  To  avoid  this  enzymatic 
degradation and  in order  to  reach  the  intended subcellular  target site, nanomedicines need  to  induce 
escape of their cargo from the endosomes into the cytoplasm.9 Unfortunately, even when endowed with 
specially tailored escape mechanisms, only a small fraction of nanoparticles seems capable of crossing the 






across  the  endosomal membrane  is  accompanied  by  passive  chloride  influx  to  balance  charges.  The 











performed  a  detailed  comparative  study  of  the  endosomal  escape  of  JetPEI/pDNA  polyplexes  in  two 
different  cell  lines,  HeLa  cells  and  ARPE‐19  cells.  In  this  fundamental  study  we  made  use  of 




cell  types  forms  an  interesting  starting  point  for  exploring  intrinsic  endosomal  properties  that  affect 
endosomal escape efficiency. We study endosomal mobility, pH, size and membrane leakiness, leading to 
the  conclusion  that  both  endosomal  size  and  membrane  leakiness  are  very  important  factors  that 
modulate effective endosomal escape. This finding is further tested on A549 and H1299 cells, which show 
low endosomal escape  frequency due  to  large endosomal  size and endosomal  leakiness,  respectively. 










± 2.6 nm  (mean ± SEM) and  zeta potential of 31.6 ± 0.3 mV  (mean ± SEM) were  selected  for  further 
experiments. 
The purpose of co‐incorporating fluorescently labelled ONs into the JetPEI/pDNA complexes is to visualize 
and  quantify  endosomal  escape  according  to  a  recently  published  dequenching  assay.16,18 When  the 

















based  on GFP  expression was  quantified  after  24h  via  flow  cytometry,  showing  a marked  difference 
between both cell types. As apparent from both the percentage of GFP positive cells (Fig. 2A) as well as 
the median GFP fluorescence per transfected cell (Fig. 2B), HeLa cells were clearly much easier to transfect 
than  ARPE‐19  cells  when  exposed  to  the  same  concentration  of  JetPEI/pDNA  polyplexes.  This  was 
irrespective of when polyplexes were applied in concentrations equal to 0.67 or 1.00 µg pDNA per 50 000 
cells. The difference in transfection efficiency is most obvious from Figure 2C, which displays the average 















































e.g.  due  to  differences  in  cellular  uptake  and  trafficking  pathways.  This  could  be  of  considerable 
importance since one could argue that a higher amount of polyplexes within an endosome increases the 
buffering  capacity, making  endosomal  swelling  and  bursting more  likely  to  happen.  To  answer  this 

































more acidic  than HeLa endosomes, which  shows  that a difference  in pH  cannot explain  the observed 
results. Another hypothesis could be that HeLa cells have higher endosomal mobility, which could result 









time points – as measured by  confocal microscopy –  is displayed  for HeLa and ARPE‐19 endosomes. Graph  is based on  the 
evaluation of 19667 HeLa endosomes and 14862 ARPE‐19 endosomes.  (B) Endosomal velocity – measured by  single particle 





















polymer will  cause an  influx of Cl‐  ions  (∆ ). This  in  turn  causes an  influx of H2O  into  the endosome, 
increasing endosomal size to R. Hereby, an osmotic pressure ( ) is generated that is described by the 
“van ‘t Hoff formula” : 
∆ 																															 1  
with ∆  the difference in chloride number concentration in an endosome with ( ) and without 
( ) the polymer,   the Boltzmann constant and   the absolute temperature. Due to the surface tension 









in which the surface tension was rewritten as  2 , with   Young’s elasticity modulus,   the thickness 
of  the membrane and  Δ ⁄   the  strain.21 Equation  (3) expresses  the  concentration difference  in 
chloride  ions that  is needed to  let the endosome with  initial radius   swell to such an extent that the 






















interesting  to  relate  these  numbers  to  the  amount  of  polymer  that  is  actually  needed  to  burst  an 
endosome of a given size. It should be noted that the effective buffering capacity of a JetPEI/pDNA polyplex 
is only 20% of  the  free polymer, due  to  the electrostatic  interaction with pDNA and  the electrostatic 
repulsion  resulting  from  protonation  of  neighboring  amine  groups.24  Based  on  this  information,  the 
number of NH‐containing monomers that is needed to cause the required Cl‐ influx for endosomal bursting 
can be calculated (Table 1 and right y‐axis of Fig. 6).  


























Fig. 6. Graph  to  illustrate  the  influence of endosomal  radius  ( ) on  the amount of  chloride  ions  (∆ ;  left y‐axis) or NH‐
containing monomers (right y‐axis) needed to induce endosomal bursting (cfr. Equation (4) and values mentioned in the main 






Table  1. Overview  of  the  number  of  chloride  ions, NH‐containing monomers  and  corresponding  number  of  JetPEI/pDNA 
polyplexes needed to burst an endosome of a given radius. Lower limit is calculated using   = 3 .107  ; upper limit is calculated 
using   = 8 .107   . 
  200 nm  400 nm  600 nm 
Chloride influx 
















happens  in  less  than 10% of  the  total amount of polyplex‐containing endosomes. This means  that an 
astonishing >90% of the polyplexes do not contribute to the final biological effect. We reasoned that this 
may perhaps be the result of endosomal membrane leakiness, i.e. the loss of its semi‐permeable property 



















































type dependent. When membrane  leakiness  is comparable between cell  lines (e.g. HeLa vs ARPE‐19 vs 

















Endosomal escape has been  identified as one of  the main bottlenecks  in gene delivery2,4,10–12 and  the 
interest in this barrier has spiked in the last decade. This is reflected by the growing number of publications 
on this topic, which has increased 10x since 2000.25 However, trial and error and empirical experimental 
approaches  have  predominantly  driven  the  field  of  nanoparticle  design.  Recently,  critical  voices  are 


















is  clearly  linked  to  the  extent  to which  endosomal  escape  happens. We  reckoned  that  this marked 






results  indicated that the number of polyplexes per endosome was actually  lower  in HeLa cells than  in 
ARPE‐19  cells  since HeLa  cells  internalized  less  polyplexes  (Fig.  2E)  and  distributed  them  over more 
endosomes (Fig. 4A) as illustrated in Figure 4B. Furthermore, endosomal escape cannot be considered a 
game of chances since a doubling  in number of endosomes cannot account for the 9 times  increase  in 
endosomal escape frequency. Next, since pH is a major determinant of the proton sponge hypothesis, it is 
obvious that it could have a significant impact on endosomal escape. pH measurements confirmed a rapid 
(<15 min) drop  in  intravesicular pH  to 6.5,  reaching an equilibrium at around pH 5.5 as expected.34–36 
However, the endosomal pH in ARPE‐19 endosomes was found to be slightly lower than the pH in HeLa 











that  ARPE‐19  cells  appeared  to  have  larger  endosomes  than  HeLa  cells,  which  was  confirmed  by 
quantifying the endosomal size (Fig. 5C‐D). We hypothesized that this might be an important parameter 
for  proton  sponge‐based  endosomal  escape.  In  literature,  some  reports  already  indicated  a  possible 
relation between endosomal size and  transfection efficiency. For  instance, Lagache et al. developed a 
biophysical model to describe the escape of small nonenveloped viruses from endosomes triggered by low 
pH‐mediated  conformational  changes  of  viral  endosomolytic  proteins.  Their model  showed  that  viral 
escape time should increase with endosomal size and decrease with the number of viral particles inside 
the  endosome.37  Barua  and  Rege  found  that  treatment  with  tubacin,  which  acetylates  tubulin  of 
microtubules  in  the  cytoplasm,  abolished  polyplex  sequestration  at  the  perinuclear  recycling 









being  the  result  of  the  combined  influence  of  the  proton  sponge  effect  causing  a  change  in  volume 












membrane,  it seems  likely  that  the  inside of  the endosomal membrane will be coated with a  layer of 
membrane‐attached  polymer. While  this  fraction  of membrane‐associated  polymer may  significantly 
contribute to the osmotic pressure,  it does not matter  in our discussion on the role of endosomal size. 
Indeed, being proportional to the endosomal surface area it only gives a constant offset to the prefactor 
in  Equation  (4),  but  does  not  change  the  above  considerations  on  larger  endosomes  requiring more 
polyplexes  to  induce  endosomal  escape.  Finally,  disassembly  of  pDNA  from  the  polyplex  could  also 
increase the buffer capacity of the polymer as amines that were used to complex pDNA are now available 
again to buffer protons. However, we do not have indications to believe that polyplex disassembly happens 
faster  or more  efficiently  in  smaller  endosomes  than  bigger  ones.  Together  this  does mean  that  the 
number of polyplexes in Table 1 needed to cause endosomal bursting can slightly vary according to the 






than the  factor of 4  that  is minimally needed  to  induce endosomal escape. Therefore, one should not 
expect that endosomal escape only happens in the smallest endosomes within a cell as trafficking plays a 





effect,  such  as  the  one  by  Freeman  et  al.  for  dendrimers  that  can  give  a  detailed  time‐dependent 
description of the proton sponge effect.40 
With the fundamental understanding of the endosomal barrier that follows from our results, it is tempting 
to  contemplate  on  ways  to  boost  endosomal  release  and  transfection  efficiency  of  non‐viral  gene 
therapeutics.  Conceptually  it  would  be  interesting  to  find  ways  to  introduce  polyplexes  in  smaller 
endosomes, as these should rupture more efficiently than larger endosomes. One option could be to target 
an  endosomal pathway where  endosomes have  a  small  intrinsic diameter.  In  this  respect, one  could 
consider using a ligand such as folic acid41 or albumin42 to target caveolae mediated endocytosis, since it 
has been reported that this pathway results  in the  formation of very small endosomes of 60‐80 nm  in 
diameter  (compared  to 120‐150 nm  after  internalization  via  the  classical  route of  clathrin‐dependent 




efficiency.41,45,46 Together  it  seems  that our  size argument may explain, at  least  in part, why  caveolin‐
mediated uptake offers better transfection of PEI polyplexes. Another concept could be to find ways to 
sequester more polyplexes in fewer endosomes. Ogris et al. found that large aggregates of PEI and pDNA 









expression since Rab5  regulates membrane docking and  fusion events  in  the early endocytic pathway. 
Rab5  inhibition  is  reported  to  induce  a  very  small  endocytic  profile, while  Rab5  stimulation  leads  to 
enlargement of early endosomes and a juxtranuclear localization.51,52 Furthermore, inhibition or induction 
of  proteins  that  affect Rab GTPases  (e.g. Rin1,  a Rab5‐guanine  exchange  factor)  or  other  endosomal 








It  remains  a  flagrant  observation  that  even  in  HeLa  cells  less  than  10%  of  the  polyplex‐containing 
endosomes  show  escape  at  some  point. We  hypothesized  that  this may  be  due  to  leakiness  of  the 









































HeLa  cells  (cervical  adenocarcinoma  cells,  ATCC  CCL‐2) were  cultured  in Dulbecco’s modified  Eagle’s 
medium  supplemented with  growth  factor  F12  (DMEM/F‐12)  supplemented with  10%  FBS,  2 mM  L‐
Glutamine  and  100  µg/ml  P/S.  ARPE‐19  cells  (retinal  pigment  epithelial  cells,  ATCC  CRL‐2302) were 
cultured  in Dulbecco’s modified  Eagle’s medium  supplemented with  growth  factor  F12  (DMEM/F‐12) 
supplemented with 10% FBS, 2 mM L‐Glutamine and 50 µg/ml P/S. A549 cells (lung epithelial cells, ATTCC 
CCL‐185) were cultured in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) supplemented with 10% FBS, 2 
mM  L‐Glutamine and 100 µg/ml P/S. H1299  cells  (lung epithelial  cells derived  from metastatic  lymph 
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EDAS  120,  Rochester,  NY)  was  used  to  acquire  an  image  of  the  gel  under  UV  light  (Bio‐Rad  UV 
transilluminator 2000, California, USA). 
For Dynamic Light Scattering measurements,  JetPEI polyplexes were prepared as described above and 
were  transferred  to  disposable  folded  capillary  cells  (Malvern,  Worcestershire,  UK)  to  determine 










ice‐cold  solution of Trypan Blue  (½ diluted  in DPBS‐) after which  the  samples were prepared  for  flow 
cytometry  analysis.  For  transfection  studies,  a  negative  control  (using  complexes  prepared  with 
Lipofectamine 2000 (Invitrogen, CA, USA) and pGL4.13) and a positive control (Lipofectamine and gWIZ 
GFP) were implemented. 










day,  polyplexes were  prepared  containing  gWIZ  GFP  and  AF647  ONs  and  cells were  incubated with 
polyplexes for 15 min at 37°C in Opti‐MEM. Next, cells were washed and incubated for an additional 3 h 























































than  the maximum of  the  respective mean  radiuses. When colocalization on  the endosome scale was 











































innovation  program  (grant  agreement  [648214])  and  has  received  support  from  the  Innovative 
Medicines  Initiative  Joint  Undertaking  under  grant  agreement  n°  115363  resources  of  which  are 





polyplexes,  the  amount  of  NH‐containing monomers  per  endosome  due  to  free  PEI  in  solution  and 
information  regarding  image  processing.  Five  supporting movies  are  also  available.  This  material  is 
available free of charge via the Internet at http://pubs.acs.org.  
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